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"A ciência humana de maneira nenhuma nega a existência de 
Deus. Quando considero quantas e quão maravilhosas coisas 
o homem compreende, pesquisa e consegue realizar, então 
reconheço claramente que o espírito humano é obra de Deus, 




Na aterosclerose ocorre aumento de agentes genotóxicos endógenos, como 
espécies reativas de oxigênio (ROS), que podem causar danos oxidativos ao DNA. 
Sabe-se que o sildenafil, inibidor da fosfodiesterase 5 (PDE5), apresenta efeito 
antioxidante, diminuindo o estresse oxidativo e a peroxidação lipídica. O objetivo do 
presente estudo foi analisar o efeito do tratamento crônico com sildenafil sobre a 
genotoxicidade causada pelo estresse oxidativo em células mononucleares (MNC) 
do sangue e células hepáticas de camundongos ateroscleróticos apoE knockout 
(apoE-/-). Foram utilizados camundongos machos apoE-/- com 8 semanas de idade 
que receberam dieta aterogênica até a 18° semana de vida. Com 15 semanas de 
idade os animais foram divididos em dois grupos: tratado com veículo (apoE-/- 
veículo, n=14) ou sildenafil (Viagra®; 40 mg/Kg/dia; apoE-/- sildenafil, n=18), por 
gavagem. Animais da linhagem C57Black/6 wild-type (WT, n=16) foram submetidos 
ao mesmo protocolo que os animais do grupo apoE-/- veículo, exceto pela 
administração da dieta. Ao final do tratamento, os animais foram eutanasiados, as 
MNC isoladas utilizando gradiente de densidade e células hepáticas extraídas 
através de ação enzimática. Para análise do estresse oxidativo 106 MNC foram 
diluídas em PBS e incubadas com 160 μM de DHE por 30 minutos a 37ºC no escuro 
e, depois lavadas e ressuspendidas em 0,5 ml de PBS-iSFB. As amostras foram 
mantidas em gelo até o momento da aquisição dos dados pelo citômetro de fluxo 
FACSCanto II. Em cada experimento foram avaliadas 30.000 células. A análise de 
genotoxicidade foi realizada utilizando o ensaio do cometa alcalino que consiste em 
obter, a partir de células individuais, uma matriz com um halo fluorescente no 
formato de um cometa correspondendo à quantidade de DNA fragmentado. Foi 
avaliada a extensão das rupturas das hélices do DNA com método de intensificação 
de imagem, em 100 células escolhidas aleatoriamente de cada animal. Os 
parâmetros analisados foram a porcentagem de DNA na cauda (% tail DNA) e o 
momento da cauda (tail moment). Além disso, foi realizada a quantificação de 
cometas com mais de 25% de DNA na cauda (nível moderado-elevado de 
fragmentação) entre os grupos. Os dados estão expressos como média±EPM. A 
análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via, seguida de post hoc de 
Bonferroni, adotando o nível de significância de 5%. A análise por citometria de fluxo 
mostrou um aumento de 78% na produção de ânion superóxido (•O2
-) nas MNC de 
animais  apoE-/- veículo quando comparados aos animais WT, e o tratamento com 
sildenafil diminuiu os níveis de •O2
- nos animais apoE-/- próximo aos níveis do 
controle. Todos os parâmetros utilizados para investigar o dano ao DNA (%tail DNA, 
tail moment e quantidade de cometas com nível moderado-elevado de dano) 
demonstraram um aumento da fragmentação do DNA tanto em MNC quanto em 
células hepáticas dos animais apoE-/- veículo quando comparados aos animais WT, 
sendo que o tratamento com sildenafil foi capaz de diminuir esses valores para os 
níveis observados no controle. Nossos resultados sugerem que a aterosclerose 
aumenta a produção de ROS levando ao estresse oxidativo. Assim, as ROS 
interagem com o DNA das células, fragmentando-o. Sendo que o tratamento com o 
sildenafil foi capaz de reduzir os níveis de produção de ROS e, consequentemente, 
diminuir o dano ao DNA. Estes resultados são inéditos na literatura e devem 
contribuir de maneira relevante na busca de novas terapias de prevenção e 
tratamento da aterosclerose e suas consequências. 
Palavras-chaves: Camundongos apoE-/-, aterosclerose, sildenafil, estresse oxidativo, 

























It is well known that enhanced production of reactive oxygen species (ROS) leads to 
oxidative stress observed in atherosclerosis and that ROS can also cause damage in 
cellular macromolecules, including DNA. Considering previous report that sildenafil, 
an inhibitor of phosphodiesterase 5 (PDE5), have antioxidant effects, in the present 
study we evaluated the effect of this drug on genotoxicity of blood mononuclear cells 
(MNC) and liver cells from atherosclerotic apolipoprotein E knockout mice (apoE-/-). 
To accelerate and aggravate the spontaneous hyperlipidemia and atherosclerosis in 
apoE−/− mice, 8-week-old animals were fed a Western-type diet. Animals were 
randomly distributed into three different groups: (a) apoE−/− mice administered with 
the PDE5 inhibitor sildenafil (apoE−/− sildenafil, Viagra®, 40 mg/kg/day, for 3 weeks, 
by oral gavage, n=18), (b) apoE-/- mice administered with vehicle (apoE-/- vehicle, 
n=14) and (c) Wild-type C57Black/6 mice (WT, n=16). Then, animals (18-week-old) 
were euthanized and MNC isolated by density gradient and liver cells extracted by 
enzymatic action. Oxidative stress was determined by superoxide anion (•O2
-) 
production using DHE probe. 106 cells were diluted with 1mL PBS and incubated with 
160 μM DHE for 30 min at 37ºC in the dark, then washed and resuspended in 0.5ml 
of PBS-iFBS. A FACSCanto II cytometer was used for the flow cytometric analysis. 
Measurements were performed in triplicate and 10,000 events were used for each 
measurement. The genotoxicity analysis was performed using the alkaline comet 
assay that consists to obtain from individual cells, an array with a fluorescent halo in 
the format of a comet corresponding to the quantity of the fragmented DNA. The 
DNA helices ruptures extensions were evaluated by the image intensification 
method, where 100 cells were randomly selected (50 in each slide) using the 
analysis program CASP. The measurements of the comets were obtained by the 
parameters of the tail moment and percentage tail DNA. In addition, comets with 
more than 25% DNA in the tail (damage level moderate-high) were quantified 
between groups. Data are expressed as mean±SEM. Statistical analysis were 
performed by one-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test (p<0.05). Flow 
cytometric analysis showed a significant increase (78%) in superoxide anion (•O2
-) 
production in apoE-/- vehicle mice MNC compared to WT and treatment with sildenafil 
decreases the levels of •O2
- in animals apoE-/-. In the DNA damage analysis all 
parameters used (%tail DNA, tail moment and number of comets with damage level 
moderate-high) showed an increase in the DNA fragmentation in both MNC and liver 
cells of animals apoE-/- vehicle when compared to WT control, and sildenafil-
administered apoE-/- mice exhibited minimal DNA damage in those cells similar to 
WT mice. Our data shows that atherosclerosis increases ROS production leading to 
oxidative stress. Apparently, increased ROS interact with the DNA leading to 
fragmentation and, interestingly, the treatment with sildenafil was able to reduce ROS 
production inhibiting DNA damage. The novelty of this study is that sildenafil may 
offer a new perspective to the use of PDE5 inhibitors to protect against DNA 
damage, in cells involved in the inflammatory and dyslipidemic processes that 
accompany atherosclerosis.  





































Figura 1: Inflamação. 
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Figura 2: Formação das células-espumosas. 
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Figura 3: Formação da placa fibrosa. 
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Figura 4: Esquema hipotético ilustrando o papel de ROS e 
diminuição da biodisponibilidade de NO• na disfunção vascular em 









Figura 6: Camundongo Mus musculus do Laboratório de Transgenes 
e Controle Cardiovascular da UFES. 
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Figura 7: Esquema de tratamento dos animais. 
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Figura 8: Medida do perfil lipídico. 
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Figura 10: Isolamento das células do fígado de camundongos. 
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Figura 12: Congelamento da amostra. 
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Figura 13: Citômetro de fluxo FACSCanto II e software FACSDiva. 
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Figura 14: Primeira camada de agarose. 
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Figura 15: Ensaio cometa. 
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Figura 16: Tabela de resultados fornecida pelo CASP. 
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Figura 17: Produção de ânion superóxido. 
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Figura 18: Gráfico da porcentagem de DNA na cauda. 
 
49 
Figura 19: Gráfico do momento da cauda. 
 
50 
Figura 20: Fotos de cometas. 
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Figura 21: Gráfico do número de cometas com dano moderado-
elevado (>25% de DNA na cauda). 
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Figura 22: Esquema hipotético ilustrando as possíveis vias 




Figura 23: Esquema hipotético ilustrando possíveis mecanismos que 
levam ao desacoplamento da eNOS. 
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Figura 24: Esquema hipotético ilustrando o papel da genotoxicidade 
induzida no desenvolvimento e progressão da aterosclerose e a 
inibição dessa via pelo sildenafil. 
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Tabela 1: Perfil lipídico plasmático. 
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Dados da Organização Mundial da Saúde (OMS) indicam que as doenças 
cardiovasculares (DCV) são a principal causa de morte no mundo. Estima-se 
que, em 2008, morreu cerca de 17,3 milhões de pessoas, representando 30% 
de todas as mortes no mundo, sendo que 7,3 milhões dessas mortes foram 
devido à doença cardíaca coronária e 6,2 milhões foram por acidente vascular 
cerebral (1). As mortes por DCV afetam igualmente ambos os sexos, e mais de 
80% ocorrem em países de baixa e média renda (1).  
As DCV são responsáveis por 31% das mortes em mulheres e homens no 
Brasil, sendo considerada a principal causa de morte no país (2). Isso gera uma 
elevada taxa de internação, 30% das internações do Sistema Único de Saúde 
(SUS) são devido à DCV (2).   
Os fatores de risco que ajudam a montar esse panorama são, 
principalmente, o tabagismo, hipertensão, diabetes melitus, obesidade e 
dislipidemias (3,4). 
As DCV afetam o coração e as artérias, sendo que sua principal 
característica é a presença da aterosclerose (1). A aterosclerose é uma doença 
inflamatória crônica de origem multifatorial que ocorre em resposta à agressão 
endotelial, acometendo principalmente a camada íntima de artérias de médio e 
grande calibre (5) e pode ser iniciada e/ou agravada pela hipercolesterolemia 
(6–8). Vários estudos demonstram que o desenvolvimento dessa doença é 
resultado de distúrbios metabólicos, estresse oxidativo e ação de mediadores 
pró-inflamatórios (8–10).  
De acordo com as projeções da OMS, há uma tendência de elevação nas 
mortes causadas por DCV, agravando ainda mais esse quadro de morbidade e 
mortalidade (1). Assim sendo, estudos sobre a patogênese e formas de 





Estudos patológicos revelaram uma série definida de mudanças no vaso 
durante a aterogênese e mostraram que células inflamatórias derivadas do 
sangue, particularmente monócitos/macrófagos, desempenham papel 
fundamental nesse processo (3).  
Estudos em cultura de tecidos com células vasculares e 
monócitos/macrófagos sugeriram as possíveis vias de início e progressão da 
doença, fornecendo provas que indicam o papel central do endotélio na 
mediação da inflamação, e sugerindo que o acúmulo de lipoproteína de baixa 
densidade oxidada (oxLDL) na camada íntima do endotélio contribui 
significativamente para o recrutamento de monócitos e, consequentemente, 
para a formação de células espumosas (3).  
O evento primário da aterogênese é o acumulo de lipoproteína de baixa 
densidade (LDL) na matriz subendotelial, e esse acumulo é maior quando os 
níveis de LDL na circulação estão elevados (3,7,8). O LDL aprisionado sofre 
oxidação, provavelmente pela ativação do complexo nicotinamida adenina 
dinucleotídeo fosfato oxidase (oxNADPH) dos macrófagos, e torna-se 
imunogênico, causando, assim, liberação de fatores inflamatórios. Além disso, 
ocorre aumento da expressão de moléculas de adesão na superfície endotelial, 
principalmente moléculas de adesão celular-vascular-1 (VCAM-1) e selectinas-
P, que resulta no recrutamento de mais leucócitos, principalmente os do tipo 
mononuclear (monócitos e linfócitos) que são atraídos para o local de formação 
da placa (11,12) (figura 1). 
 
Figura 1: Inflamação: oxidação do LDL, liberação de moléculas de adesão, 
recrutamento de monócitos e transformação em macrófagos (3). 
Na íntima os monócitos são transformados em macrófagos que possuem 
receptores especiais chamados scavengers (sequestradores) que fagocitam as 
moléculas de oxLDL originando as chamadas células espumosas, que são o 
principal componente das estrias gordurosas, lesões macroscópicas iniciais da 
aterosclerose (5,11,12) (figura 2). 
 
Figura 2: Formação das células-espumosas: macrófagos fagocitam oxLDL (3).   
 
Com a evolução da placa aterosclerótica, os macrófagos e os linfócitos T 
são estimulados a secretar alguns mediadores da inflamação como, por 
exemplo, interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) que 
aumentam o recrutamento de leucócitos para o local da placa (3,11). Ocorre, 
também, a secreção de fatores do crescimento, como por exemplo, fatores de 
crescimento derivados de plaquetas (PDGF) e de fibroblastos (FGF) que 
estimulam a migração e proliferação das células musculares lisas (CML) da 
camada média arterial para a íntima. Essas células passam a produzir não só 
citocinas e fatores de crescimento, como também matriz extracelular que 
formará parte da capa fibrosa da placa aterosclerótica e a partir desse estágio a 
placa passa a ser considerada ateromatosa (5,11) (figura 3). 
 
 Figura 3: Formação da placa fibrosa: migração e proliferação de células musculares 
lisas, secreção de matriz extracelular (3). 
 
1.1.3 Modelo experimental: apolipoproteína E knockout 
 
Durante as últimas décadas, a compreensão dos mecanismos moleculares 
da aterogênese foi revolucionada por estudos em modelos animais, incluindo 
coelhos, porcos, primatas não humanos e roedores (3). O modelo murino para 
estudo da aterosclerose pela inativação do gene da apolipoproteína E (apoE) 
por recombinação homóloga  desenvolve lesões avançadas e é um dos 
modelos mais utilizados em estudos genéticos e fisiológicos (8).  
O processo de transporte dos lipídeos do intestino para os hepatócitos e 
entre estes e os tecidos periféricos é bastante dependente das 
apolipoproteínas, podendo na ausência destas haver um desequilíbrio 
impedindo a remoção das lipoproteínas-colesterol da circulação. Assim, 
qualquer mutação em uma apolipoproteína pode resultar em padrões 
lipoprotéicos anormais e contribuir para o aparecimento de doenças, como a 
aterosclerose (13,14). 
A apoE é uma glicoproteína sintetizada, principalmente, no fígado e no 
cérebro e, sendo um componente das lipoproteínas, tem a função de retirar do 
plasma as lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL) e de densidade 
intermediária (IDL) via receptor de LDL (15,16). A apoE é também sintetizada 
por monócitos e macrófagos nos vasos, e tem efeitos locais na homeostase do 
colesterol e em reações inflamatórias nos vasos ateroscleróticos (15). 
A ausência da apoE impede que as lipoproteínas VLDL e IDL se liguem 
aos receptores hepáticos e sejam retiradas da circulação (13,15). Dessa forma, 
observa-se um aumento nos níveis de VLDL no plasma e, consequentemente, 
de LDL. O camundongo apoE knockout (apoE-/-)  apresenta níveis de colesterol 
plasmático 5-6 vezes maior que os camundongos controle da linhagem C57 
black/6 (C57BL/6) (7,8,15,17). Assim como, nesses animais o uso de dieta do 
tipo ocidental (rica em lipídios) acelera a progressão da doença (8,15,18,19). 
Considerando que camundongos apoE-/- e seres humanos possuem, com 
poucas exceções, o mesmo conjunto de genes responsáveis pelo controle do 
metabolismo de lipoproteínas, a utilização destes animais em estudos 
experimentais in vivo tem apresentado resultados importantes (13), contribuindo 
para o entendimento da aterogênese e desenvolvimento de novas estratégias 
terapêuticas. 
 
1.2 ESTRESSE OXIDATIVO 
 
O estresse oxidativo é o resultado de um desequilíbrio entre moléculas 
antioxidantes e oxidantes, predominando a ação danosa das espécies reativas 
de oxigênio (ROS) sobre as células (20). 
As ROS incluem os radicais livres, como o ânion superóxido (•O2
-), óxido 
nítrico (NO•), radicais hidroxila (•OH) e peroxila (LOO•), bem como espécies não 
radicalares, como peróxido de hidrogênio (H2O2), peroxinitrito (ONOO
-) e 
oxigênio singlet (1O2). As ROS são produzidas continuamente na cadeia 
respiratória das mitocôndrias com a redução de um elétron do oxigênio 
molecular. A oxNADPH, xantina oxidase (XO), mieloperoxidase, cicloxigenase e 
lipoxigenase são grandes fontes enzimáticas de ROS em células de mamíferos 
(21).  
Um dos mecanismos mais estudados na doença aterosclerótica está 
relacionado com a peroxidação lipídica. De acordo com a hipótese de 
modificação oxidativa a ativação das células inflamatórias durante a 
aterogênese resulta no aumento dos leucócitos no sangue, que liberam 
metabólitos do oxigênio, promovendo a oxidação da LDL acumulada na matriz 
subendotelial (3,11,22).  
Outro mecanismo muito estudado nessa doença é o da biodisponibilidade 
do NO•. Na aterosclerose o equilíbrio normal entre a formação de NO• e outras 
ROS é interrompido, pois a ativação das células inflamatórias durante a 
aterogênese promove um aumento na atividade dos complexos enzimáticos 
oxNADPH e XO, entre outros, levando ao aumento nos níveis de ROS (23,24, 
25). Esse excesso de ROS promove o desacoplamento da óxido nítrico sintase 
endotelial (eNOS) o que resulta na diminuição da síntese de NO• e aumento da 
produção de •O2
- (26). Concomitantemente, essa superprodução de •O2
- 
também contribui para a diminuição da biodisponibilidade do NO•, pois reage com 
ele para formar ONOO-, um intermediário altamente reativo e prejudicial às 
biomoléculas (27) (figura 4). 
 
 
Figura 4: Esquema hipotético ilustrando o papel de ROS e diminuição da 
biodisponibilidade de NO• na disfunção vascular em condições de hipercolesterolemia 
e aterosclerose (8). 
 
Além disso, é razoável que o aumento da regulação dos sistemas 
antioxidantes, devido ao excesso de ROS, desencadeie um contínuo processo 
inflamatório, o que conduz a uma diminuição na capacidade antioxidante (21). 
Todo esse processo em conjunto promove um comprometimento da função 
endotelial, o que é um indicador precoce da aterosclerose. 
Os altos níveis de ROS encontrados na aterosclerose são importantes 
mediadores de danos nos componentes celulares, tais como hidratos de 
carbono, proteínas, lipídios e ácidos nucléicos (28). Os radicais livres são 
capazes de causar vários tipos de danos ao ácido desoxirribonucleico (DNA) 
(figura 4), os principais tipos são quebras de fitas simples ou duplas, 
modificação de bases, sítios abásicos, crosslinks de DNA com DNA e proteínas 
(29).  
Portanto, o alto nível de ROS é um agente genotóxico devido a sua 
capacidade de causar danos, podendo alterar informações codificadas no DNA. 
A genotoxicidade ocorre quando a célula é exposta a um agente genotóxico, o 
que pode levar a alterações na estrutura ou no conteúdo de cromossomos 
(clastogenicidade) ou da sequência de pares de bases do DNA 
(mutagenicidade) (30). Desse modo, o aumento nos níveis de ROS pode levar a 
genotoxicidade, contribuindo, assim, para o agravamento da patogênese da 
aterosclerose.  
Muitos estudos mostram a presença de danos na molécula de DNA tanto 
nos linfócitos da circulação quanto nas placas ateroscleróticas de indivíduos 
doentes (31,32). A maior parte dos danos é causada pelas ROS, o dano 
oxidativo ao DNA pode ocorrer de diferentes formas, causando oxidação de 
bases específicas ou quebras de cadeia (33), que conduz a instabilidade 
genômica e alterações permanentes no material genético. 
Desta forma, em condições de aumento do estresse oxidativo, como 
observado na aterosclerose, um tratamento antioxidante pode ser conveniente 
para reduzir a produção de ROS, surgindo como uma alternativa útil para evitar 
o dano ao material genético.  
 
1.3 TERAPIA ANTIOXIDANTE 
 
Em condições fisiológicas existe um equilíbrio entre a produção de ROS e 
os mecanismos de defesas antioxidantes. Esse estado de equilíbrio protege os 
tecidos e líquidos corporais da lesão causada pelos oxidantes produzidos pelo 
metabolismo normal (34).  
As defesas antioxidantes permitem ao organismo tolerar o estresse 
oxidativo leve e moderado. No entanto, na presença de alguma doença, como a 
aterosclerose, esse equilíbrio é interrompido, ocorrendo aumento do estresse 
oxidativo. Essa alteração no metabolismo do oxigênio pode levar a lesão ao 
DNA (8–10,35,36). Assim sendo, compostos com propriedades antioxidantes 
podem prevenir a injúria causada pelas ROS na aterosclerose. 
 
1.3.1 Inibidor da fosfodiesterase tipo 5 
 
O sildenafil é uma droga vasoativa amplamente utilizada no tratamento de 
disfunção erétil e hipertensão pulmonar (34,37). Adicionalmente, um recente 
trabalho do nosso laboratório demonstrou que essa droga também tem a 
capacidade de restaurar a função endotelial (38). 
Ele é um inibidor potente e seletivo da fosfodiesterase tipo 5 (PDE5), 
encontrada em CML dos corpos cavernosos do pênis, de vasos periféricos 
arteriais e venosos, bem como na circulação coronária e pulmonar, e nas 
plaquetas (39). 
 A PDE5 hidrolisa especificamente o monofosfato cíclico de guanosina 
(GMPc), e, consequentemente, sua inibição promove a diminuição da 
degradação desse nucleotídeo (34,38–40). Como os níveis de GMPc 
circulantes modulam a atividade endógena do NO• e consequentemente o tônus 
vascular, o seu aumento altera a sinalização mediada NO•/GMPc (34,37–39,41) 
(figura 5). 
 
Figura 5: Ação do inibidor da fosfodiesterase 5 (sildenafil) sobre o GMPc (7). 
 
Além da capacidade de restaurar a função endotelial (38) existem 
evidências experimentais de que o sildenafil pode diminuir o estresse oxidativo 
e a peroxidação lipídica (20,34,39,40,42–44). Destarte, seria razoável propor 
seu uso para prevenir os prejuízos causados pelo aumento da produção de 
ROS. À vista disso, a hipótese desse trabalho é que o tratamento com sildenafil 
seja uma alternativa terapêutica promissora para impedir o dano ao DNA 
































A aterosclerose é uma doença cardiovascular inflamatória cujo 
desenvolvimento é resultado de distúrbios metabólicos, estresse oxidativo e 
ação de mediadores pró-inflamatórios. O aumento na produção de ROS tem um 
papel importante na diminuição da biodisponibilidade de NO• e na disfunção 
vascular em condições de hipercolesterolemia e aterosclerose. E essa condição 
de estresse oxidativo pode causar danos em várias macromoléculas, incluindo o 
DNA. 
Existem muitos estudos que investigam os danos oxidativos ao DNA 
relacionados à poluição, nutrição, drogas de abuso, entre outros, em células de 
órgãos ou tecidos específicos como rins, cérebro, pulmão, fígado e sangue, 
visto que o dano ao DNA causado pelo excesso de ROS é tecido-específico. 
Entretanto, poucos estudos demonstram interesse em caracterizar os 
prejuízos de doenças com alto índice de morbi-mortalidade, como a 
aterosclerose, sobre o DNA, e, consequentemente, possíveis terapias 
protetoras. O dano ao DNA pode ser avaliado usando uma técnica 
extremamente sensível e versátil o ensaio do cometa alcalino, uma metodologia 
pouco difundida em fisiologia cardiovascular. 
Portanto, existe uma grande necessidade de estudos que avaliem a 
genotoxicidade causada por doenças cardiovasculares, que atingem grande 
parte da população, bem como, possíveis terapias para a proteção contra o 














3.1 OBJETIVOS GERAIS 
 
Testar a hipótese de que o tratamento crônico com sildenafil diminui a 
genotoxicidade gerada pelo estresse oxidativo em camundongos 
ateroscleróticos. 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Avaliar se o tratamento com sildenafil interfere no perfil lipídico 
plasmático; 
 Avaliar por meio da citometria de fluxo em MNC se o tratamento com 
sildenafil diminui a produção de ânion superóxido; 
 Avaliar por meio do ensaio do cometa alcalino em MNC e do fígado se o 





















4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 
 
Foram utilizados para as análises desse estudo 48 camundongos Mus 
musculus (figura 6), machos e isogênicos de um total de 71. Os animais 
provieram do biotério do Laboratório de Transgenes e Controle Cardiovascular 
(LTCC), pertencente ao Programa de Pós-Graduação em Ciências Fisiológicas 
da Universidade Federal do Espírito Santo (UFES). 
Os animais foram mantidos em gaiolas, forradas com maravalha, 
substituída duas vezes por semana, acondicionadas em estantes ventiladas 
com exaustão contínua do ar (Alesco Indústria e Comércio Ltda, São Paulo). 
Durante os experimentos receberam água filtrada e ração ad libitum, em uma 
sala com temperatura a 22ºC, umidade relativa controlada (60%) e ciclo de luz 
de 12 horas claro/escuro. 
Os procedimentos empregados no estudo foram previamente aprovados 
pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA-EMESCAM), protocolo n° 
007/2010, estando de acordo com normas estabelecidas por entidades 
científicas nacionais e internacionais. 
 
Figura 6: Camundongo Mus musculus do Laboratório de Transgenes e Controle 
Cardiovascular da UFES. 
 
4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS 
 
As linhagens usadas foram C57BL/6 wild-type (WT) e apoE-/-, com 8 
semanas de vida. Para acelerar o processo de hiperlipidemia e aterosclerose 
espontânea os animais apoE-/- de 8 semanas de idade receberam dieta 
aterogênica (AIN93G dieta modificada, Rhoster, Brasil) até a 18° semana de 
vida. Com 15 semanas de idade os animais foram distribuídos aleatoriamente 
em três grupos: (a) apoE-/- tratado com o inibidor de PDE5 sildenafil (apoE-/- 
sildenafil, Viagra®, 40 mg/kg/dia, durante 3 semanas, por meio de gavagem oral; 
n=18), (b) apoE-/- tratado com o veículo (apoE-/- veículo, água, durante 3 
semanas; n=14) e (c) C57 controle WT que não receberam a dieta e foram 
tratados com o veículo (n=16). A figura 7 representa o esquema de tratamento 
dos animais apoE-/-. 
 
Figura 7: Esquema de tratamento dos animais 
 
4.3 MEDIDA DO PERFIL LIPÍDICO 
 
Os animais foram anestesiados com tiopental sódico (100 mg/kg, IP) e as 
amostras de sangue obtidas por punção intracardíaca. O sangue foi 
imediatamente transferido para um tubo contendo ácido etilenodiamino tetra 
acético (EDTA) e foi centrifugado a 2600 rpm durante 10 min para a separação 
do plasma. O colesterol plasmático total, lipoproteínas de alta densidade (HDL), 
LDL e triglicerideos foram determinados através de kits comerciais (Bioclin, Belo 
Horizonte, Brasil – figura 8). As VLDL e as IDL foram estimadas subtraindo HDL 
e LDL do colesterol plasmático total. 
 
Figura 8: Medida do perfil lipídico: espectrofotômetro com detalhe dos kits Bioclin 
usados nos ensaios colorimétricos. 
4.4 OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS 
 
Os animais foram eutanasiados, com 18 semanas de idade, por sobre-
dose de anestésico (tiopental 100 mg/kg, IP). Foi realizada uma incisão torácica 
e as amostras de sangue foram retiradas através de punção intracardíaca e o 
sangue foi imediatamente transferido para um tubo contendo EDTA. Em 
seguida, foi realizada uma excisão abdominal para retirada do lobo esquerdo do 
fígado. 
 
4.4.1 Isolamento de células mononucleares do sangue 
 
As MNC do sangue periférico foram isoladas através de gradiente de 
densidade.  Cerca de 250 µL de sangue foram diluídos numa proporção de 1:1 
com meio de cultura (RPMI, Gibco Life Technologies, São Paulo, SP, Brasil) 
em seguida essa mistura foi colocada cuidadosamente em um tubo contendo 
500 µL de Histopaque®. Esse tubo foi centrifugado por 30 minutos a 2600 rpm. 
Após a centrifugação foi possível observar uma parte turva no tubo onde 
estavam contidas as MNC, que foram retiradas com auxilio de uma pipeta. 
Essas células foram transferidas para outro tubo onde se adicionou 1000 µL de 
RPMI, essa amostra foi centrifugada por 30 minutos a 2600 rpm. Em seguida, o 
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas com 1000 µL 
de RPMI, esse processo foi repetido por mais uma vez. Por fim, o sobrenadante 
foi novamente descartado e as células foram ressuspendidas em 1000 µL de 
solução tampão fosfato salina (PBS) livre de cálcio e magnésio, e uma alíquota 
separada para contagem em câmara de Neubauer. As etapas do isolamento 
das MNC estão representadas na figura 9. 
 
4.4.2 Isolamento de células do fígado 
 
As frações enriquecidas com células do fígado foram preparadas como 
padronizado em nosso laboratório com base em protocolos de trabalhos 
anteriores (19,35,45).  
O lobo esquerdo do fígado foi grosseiramente triturado com tesoura 
cirúrgica e incubado a 37°C por 30 minutos com uma solução de extração 
contendo proteinase K (0,1% m/v - Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e 
colagenase tipo II (0,2% m/v - Gibco) dissolvidas em PBS para dissociar as 
células. Em seguida, o extrato celular foi filtrado através de uma tela de nylon 
(BD Falcon 70 µm, San Jose, Califórnia, EUA) para remover os detritos 
celulares. Além disso, as amostras foram lavadas duas vezes em solução de 
PBS, através de centrifugação (10 minutos a 2600 rpm), para remover as 
enzimas. A amostra foi, finalmente, ressuspendida com 1000 µL de PBS e uma 
alíquota separada para contagem em câmara de Neubauer. As etapas da 
extração das células do fígado estão representadas na figura 10. 
 
Figura 9: Isolamento das MNC do sangue periférico de camundongos: diluição e 
homogeneização do sangue (A), sangue e Histopaque® (B), centrífuga e no detalhe o 
rotor swing bucket (C), nuvem com MNC (D), lavagem das MNC (E), MNC (F).  
 
Figura 10: Isolamento das células do fígado de camundongos: trituração e adição da 
solução de extração no fígado (A), estufa (B), filtragem do homogenato em tela de 
nylon (C), lavagem das células do fígado (D), centrífuga (E), células do fígado (F). 
4.5 CONTAGEM DE CÉLULAS NA CÂMARA DE NEUBAUER 
 
Para determinação do número de células obtidas, foi realizada uma 
diluição de 1:10 (v/v) da suspensão celular em PBS. Em seguida uma alíquota 
dessa solução foi diluída 1:2 (v/v) em solução de Turck ( ácido acético 2% com 
azul de metileno), e uma alíquota desta última solução foi novamente diluída 1:2 
(v/v) em solução de azul de tripano 0,4%. A solução (células/Turck/tripano) foi 
homogeneizada e colocada em um lado da câmara de Neubauer (figura 11A) 
para contagem com auxílio de um microscópio óptico (Nikon Eclipse Ti, Melville, 
Nova York, EUA) no aumento de 40x (figura 11B). As células são contadas nos 
quatro quadrantes externos da câmara seguindo sempre a mesma direção e 
usando o esquema do “L” para que a mesma célula não seja contada duas 
vezes (figura 11B). Portanto, as células que estavam sobre as linhas de baixo e 
da direita não eram contadas. A equação usada para determinar o número de 




FD = fator de diluição (40x) 
104 = fator de correção da câmara de Neubauer 
1 mL = volume da amostra 
 = média do número de células contadas 
A contagem foi realizada pelo mesmo observador de forma cega, sendo 
que foram realizadas três contagens independentes e foi tirada a média destas 
três contagens. 
 
4.6 ANÁLISE DA VIABILIDADE CELULAR 
 
A viabilidade celular foi avaliada através do método de exclusão do 
corante azul de tripano durante a contagem celular em câmara de Neubauer. 
Neste método as células mortas se coram de azul, pois sua membrana é 
permeável ao corante, enquanto que a membrana das células vivas não. Assim, 
ao visualizar as células no microscópio é possível observar que as células 
mortas são azuis e as vivas transparentes. O cálculo do percentual das células 
viáveis foi feito de acordo com a equação abaixo, onde a média das células 
vivas foi dividida pela média total das células (vivas e mortas) contadas na 
câmara de Neubauer multiplicado por 100: 
 
 
Para proceder ao ensaio do cometa alcalino a viabilidade celular deve ser 
maior que 70%, mostrando que o procedimento utilizado não causou danos 
exagerados às células. 
 
Figura 11: Contagem celular e análise de viabilidade em câmara de Neubauer: 
suspensão de células misturada com azul de tripano (A), a análise foi feita em 
microscópio óptico (B), no aumento 40x, as células foram contadas nos quatro 
quadrantes externos da câmara (C). 
 




Após a contagem tanto as amostras de MNC quanto células hepáticas foram 
centrifugadas a 2600 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente e o 
sobrenadante foi descartado. Em seguida as amostras para o ensaio cometa 
foram ressuspendidas em 50% de RPMI, 40% de soro fetal bovino (SFB; Gibco) 
e 10% de dimetil sulfóxido (DMSO; Sigma-Aldrich) (figura 12A). As amostras de 
MNC para citometria de fluxo foram ressuspendidas em 95% SFB (Gibco) e 5% 
de DMSO (Sigma-Aldrich).  Os tubos contendo as amostras foram levados à 
temperatura de -20°C por 24 horas (figura 12B) e depois armazenados em 
freezer -80°C até o momento da execução do teste (figura 12C).  
 
Figura 12: Congelamento da amostra: suspensão de células em solução de 




As células foram retiradas do freezer -80°C e deixadas por alguns minutos 
à temperatura ambiente, sob proteção contra a luz, para que descongelassem. 
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 2600 rpm por 10 minutos o 
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 1000 µL de PBS. 
 
4.8 MEDIDAS DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO POR CITOMETRIA 
DE FLUXO 
 
A medida de ROS foi realizada utilizando o dihidroetítideo (DHE) que 
detecta o •O2
- intracelular. O DHE é permeável a células e é, em sua maior 
parte, rapidamente oxidado pelo •O2
-. O etídeo se liga ao DNA e amplifica o 
sinal de fluorescência vermelha. 
Para estimar o conteúdo de •O2
- na suspensão de células, foram 
incubadas 106 MNC com 20 µL de DHE (160 µM) durante 30 min a 37°C no 
escuro para corar as células. Para o controle positivo, as amostras foram 
tratadas durante 5 min com 50 µM de H2O2 para aumentar o estresse oxidativo, 
sem ser tóxico para as células, enquanto que para o controle negativo as 
células foram incubadas com etanol. As células foram então lavadas, 
ressuspendidas em PBS e mantidas em gelo até a aquisição dos dados por 
citometria de fluxo (FACSCanto II, Becton Dickinson, San Juan, Califórnia, 
EUA). Os dados foram analisados utilizando o software FACSDiva (Becton 
Dickinson) (figura 13). 
Para a quantificação da fluorescência decorrente da oxidação do DHE, as 
amostras foram analisadas em triplicata, sendo que 10.000 eventos foram 
utilizados para cada mensuração. As células foram excitadas a 488 nm e a 
fluorescência foi detectada utilizando filtro 585/42. Os dados foram expressos 
como mediana da intensidade de fluorescência (MIF). 
 
 




4.9 ENSAIO DO COMETA ALCALINO 
 
O dano ao DNA foi analisado utilizando eletroforese em gel de célula única 
(ensaio do cometa) sob condições alcalinas, seguindo protocolos estabelecidos 
em nosso laboratório (46–48), com base em Singh et al., 1988 (49), com 
modificações e sob baixa luminosidade e temperatura controlada, devido à foto 
e termossensibilidade do ensaio. 
 
4.9.1 Preparo das lâminas 
 
Lâminas histológicas lisas de extremidade fosca foram pré-revestidas com 
uma primeira camada de agarose de ponto de fusão normal (Normal Melting 
Point Agarose – NMP; Gibco) 1,5% dissolvida em PBS e mantida a 65°C, 
secaram a temperatura ambiente over night (figura 14). A primeira camada é o 
suporte para que ocorra a ótima adesão da segunda camada que é a mistura da 
agarose de baixo ponto de fusão (Low Melting Point Agarose - LMP) com as 
células a serem analisadas.  
 
Figura 14: Primeira camada de agarose: banho-maria a 65°C (A), banho de agarose 
NMP na lâmina (B), lâminas com primeira camada (C). 
 
Para a preparação da segunda camada cerca de 2x104 células foram 
misturadas com 100 µl de agarose LMP (Gibco) 0,5%, dissolvida em PBS e 
mantida a 37°C. A mistura contendo agarose LMP e a suspensão celular foi 
espalhada sobre as lâminas com a primeira camada (figura 15A) que foram 
cobertas com uma lamínula (figura 15B) e resfriadas a 4°C por 20 minutos para 
a polimerização da agarose. 
 
4.9.2 Lise, desenovelamento e eletroforese 
 
Após a polimerização as lamínulas foram gentilmente removidas e as 
lâminas foram imersas em solução de lise gelada e recém-preparada, contendo 
2,5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris, 34 mM N-lauroylsarcosine de sódio, 1% 
Triton X-100 e 10% DMSO, esses dois últimos acrescentados no momento de 
uso. A lise ocorreu por 1 hora a 4ºC sob proteção contra a luz, para rompimento 
das membranas celulares (figura 15C). 
Após a lise, as lâminas foram lavadas com água destilada gelada e, em 
seguida colocadas, rapidamente, em solução de PBS, para retirar o excesso de 
sais. Em seguida, as lâminas foram dispostas em uma cuba de eletroforese 
(Bio-Rad Laboratories Headquarters, Hercules, Califórnia, EUA) e cobertas com 
solução tampão alcalina (pH>13) refrigerado a 4°C, preparado com 300mM 
NaOH e 1mM EDTA. Para a etapa de desenovelamento do DNA as lâminas 
foram deixadas submersas nessa solução tampão por 40 minutos (figura 15D). 
Essa etapa é importante para propiciar a desnaturação das proteínas histonas, 
constituindo uma estrutura chamada nucleóide, na qual poucas proteínas 
residuais formam uma matriz nuclear onde o DNA fica aderido. As condições 
alcalinas dessa solução também estimulam a fragmentação do DNA nos locais 
de lesão como: quebras de fita simples, sítios álcali-lábeis, sítios incompletos de 
reparo, sítios abásicos, quebras de fita dupla e ligações cruzadas. 
Com as lâminas já dispostas na posição para a corrida, as condições de 
eletroforese foram ajustadas a 20V, amperagem a 300mA por aumento ou 
diminuição do volume da solução tampão, e tempo de corrida 30 minutos (figura 
15E).  
Ao término da eletroforese, as lâminas foram cuidadosamente retiradas da 
cuba e submetidas à etapa de neutralização, com três lavagens de 5 minutos, 
em solução tampão neutro (Tris 0,4M, pH 7,5). Após a neutralização, as lâminas 
foram cobertas por etanol P.A. por 5 minutos para fixação e deixadas secar a 
temperatura ambiente por 1 hora (figura 15F). 
 
4.9.3 Coloração e análise 
 
A coloração foi realizada com brometo de etídio na concentração de 
20μg/ml. Foram adicionados 50µl da solução de uso sobre a lâmina e coberta 
por uma lamínula. A análise foi realizada imediatamente após a coloração, em 
microscópio óptico de fluorescência (Nikon Eclipse Ti) equipado com filtro de 
585nm (G-2E/C; Nikon) com aumento de 20x. As imagens foram adquiridas 
através da câmera digital de 12.7 megapixels (Ds-Ri1; Nikon) (figura 15G).  
Para este trabalho, todas as células que tenham sido submetidas ao 
ensaio completo foram denominadas de cometas, independente do grau de 
dano e da ocorrência de cauda. Foram analisadas duas lâminas por indivíduos 
e uma média de 50 cometas em cada lâmina. Para manter a imparcialidade as 
lâminas foram codificadas e analisadas em diferentes posições, evitando 
regiões de bordas e bolhas, onde a migração durante a eletroforese pode 
ocorrer de maneira irregular. Os cometas obtidos foram analisados através de 
sistema de análise de imagem. Foi utilizado o programa de domínio público 
CASP, desenvolvido por Końca et al (50) disponível em: www.casp.of.pl. 
O programa CASP fornece inúmeros parâmetros para quantificar a 
fragmentação do DNA em cada cometa. Dentre tantos parâmetros utilizamos o 
momento da cauda (tail moment) e a porcentagem de DNA na cauda (%tail 
DNA) (figura 16).  
O momento da cauda é o parâmetro mais utilizado e representa 
quantitativamente a extensão do dano ao DNA. É um índice que avalia tanto a 
migração do material genético quanto a quantidade relativa de DNA na cauda. A 
porcentagem de DNA na cauda, que representa a extensão das rupturas das 
hélices de DNA, é considerado um parâmetro extremamente confiável por 
apresentar alta correlação quando comparado a análises visuais.  
Foi realizada também uma quantificação de cometas com mais de 25% de 
DNA na cauda em cada grupo, esses cometas foram considerados com danos 
moderado-elevados. O aumento na quantidade desses tipos de cometas pode 
indicar sobrecarga no sistema de reparo ao DNA. 
 
 Figura 15: Ensaio cometa: preparo da segunda camada de agarose (A), colocação da 
lamínula (B), etapa de lise (C), etapa de desenovelamento do DNA (D), eletroforese 
(E), neutralização e fixação (F), microscópio óptico de fluorescência (Nikon Eclipse Ti) 
equipado com filtro de 585nm (G-2E/C; Nikon) e câmera digital de 12.7 megapixels 
(Ds-Ri1; Nikon), detalhe da interface do programa CASP com o cometa selecionado e a 
análise do seu perfil (G). 
 
 Figura 16: Tabela de resultados fornecida pelo CASP com todos os parâmetros de 
análise dos cometas. Destaque para os parâmetros porcentagem de DNA na cauda 
(%tail DNA) e momento da cauda (tail moment), utilizados neste estudo (esquerda). 
Interface do programa CASP, destaque para o cometa selecionado (direita). 
 
4.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os resultados foram expressos como média±EPM. As variáveis 
mensuradas apresentam distribuição Gaussiana conforme análise feita usando 
o teste estatístico de Kolmogorov-Smirnov.  Por isso, foi realizada a análise 
estatística paramétrica utilizando análise de variância (ANOVA) de uma via, 
completamente randomizadas, seguida do teste post hoc de Bonferroni, 
utilizando GraphPad Prism 5.1 software (La Jolla, Califórnia, EUA). As 





















5.1 PERFIL LIPÍDICO 
 
A Tabela 1 mostra a média dos valores do perfil lipídico de animais WT,  apoE-/- 
veículo e apoE-/- sildenafil. Como esperado os grupos apoE-/- mostraram elevados 
valores de colesterol plasmático total (12 vezes), LDL (5 vezes) VLDL+IDL (56 
vezes), e triglicerídeos (5 vezes) e os valores de HDL significativamente menores (2 
vezes) comparados aos animais WT. O tratamento com sildenafil não alterou o perfil 
lipídico plasmático dos animais apoE-/-. 
 




WT apoE-/- veículo apoE-/- tratado 
























VLDL + IDL (mg/dL) 18±5,5 1016±195,6** 
 
1083±240,1** 
Os valores representam a média±EPM; 6 animais por grupo. 
*p<0,05 e **p<0,01 vs. WT (Anova) 
 
5.2 CONTAGEM E VIABILIDADE DAS CÉLULAS 
 
A tabela 2 mostra a média dos valores obtidos na contagem celular na câmara 
de Neubauer tanto das amostras de MNC quanto de células hepáticas. Assim como, 
pode ser observado na tabela 2 que as amostras apresentaram viabilidade acima de 
70%, através do método de exclusão do corante azul de tripano, como recomendado 
para prosseguir com a realização do ensaio do cometa demonstrando que o 
isolamento não danificou as células. A pureza, a integridade morfológica e as 
características das células foram avaliadas em microscópio óptico, antes da 
realização do protocolo de genotoxicidade. 
 





















Viabilidade (%) 96±0,8 98±0,5 97±0,5 
 
Fígado 








Viabilidade (%) 95±0,8 97±0,6 93±2,8 
Os valores representam a média±EPM; (MNC: WT n=15; apoE-/- veículo n=12; apoE-/- 
sildenafil n=15); (fígado: 6 animais por grupo)  
 
5.3 DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS DE ÂNION SUPERÓXIDO NAS CÉLULAS 
MONONUCLEARES 
 
A presença de •O2
- foi indicada pela mediana da intensidade de fluorescência 
(MIF - a.u.). O histograma típico da análise por citometria de fluxo (figura 17A) 
mostra uma deslocamento para a direita no registro da fluorescência em 
camundongos apoE-/- veículo em comparação com os animais tratados e controles. 
Esse resultado demonstra um aumento notável nos níveis de •O2
- em MNC no grupo 
apoE-/- veículo (1629±44 a.u. p<0,01) em comparação aos animais controle 
(915±124 a.u.), sendo que o tratamento com sildenafil foi capaz de diminuir esses 
níveis (1065±115 a.u p<0,01) (figura 17B). 
 
 Figura 17: Produção de ânion superóxido em MNC: histograma representativo de análise 
por citometria de fluxo usando DHE em camudongos WT (n=9), apoE-/- veículo (n=6) e apoE-
/- tratado (n=9) (A),  gráfico de barras mostrando a intensidade de fluorescência (MIF) (B). 
Os valores indicam média±EPM. **p<0,01 (Anova).  
 
5.4 AVALIAÇÃO DOS NÍVEIS DE FRAGMENTAÇÃO NO DNA PELO ENSAIO DO 
COMETA 
 
A porcentagem de DNA na cauda (%tail DNA) representa o número de 
fragmentos que migraram durante a eletroforese. As figuras 18A e 18B demonstram 
os resultados da %tail DNA em MNC e células do fígado, respectivamente. O grupo 
apoE-/- veículo mostrou maior dano ao DNA (MNC: 6,0±0,7% p<0,05; fígado: 
9,0±1,2% p<0,01), quando comparado ao grupo controle (MNC: 3,8±0,4% e fígado: 
5,5±0,2%). O tratamento com sildenafil foi capaz de diminuir o nível de dano (MNC: 
2,9±0,3% p<0,01; fígado: 6,4±0,2% p<0,05). 
Outro parâmetro analisado foi o momento da cauda que é um índice que avalia 
tanto a migração do material genético quanto a quantidade relativa de DNA na 
cauda, relacionando a porcentagem de DNA na cauda com a intensidade da 
fluorescência. Esta análise é mais sensível e revelou uma diminuição da 
fragmentação do DNA em animais tratados com sildenafil tanto em amostras de 
MNC (Figura 19A - WT: 0,9±0,2 a.u. vs. apoE-/- veículo: 3,9±0,7 a.u. p<0,01 vs. 
apoE-/- sildenafil: 0,7±0,2 a.u. p<0,01) quanto de células do fígado (Figura 19B - WT: 
2,1±0,4 a.u. vs. apoE-/- veículo: 5,5 ± 1,0 a.u. p<0,01 vs. apoE-/- sildenafil: 1,9±0,3 
a.u. p<0,01). 
Foi também realizada a quantificação de cometas com mais de 25% de DNA 
na cauda e estes cometas foram categorizados como com dano moderado-elevado 
(Figura 20). A figura 21A mostra os resultados das MNC (WT: 0,8±0,5 vs. apoE-/- 
veículo: 5,5±1,2 p<0,01 vs. apoE-/- sildenafil: 0,7±0,3 p<0,01) e a figura 21B das 
células do fígado (WT: 2,2±0,7 vs. apoE-/- veículo: 6,8±1,1 p<0,01 vs. apoE-/- 
sildenafil: 2,0±0,6 p<0,01). Esses resultados demonstram que os animais tratados 
com sildenafil tiveram um número menor de cometas com dano moderado-elevado 
em MNC e células do fígado. 
 
 Figura 18: Gráfico da porcentagem de DNA na cauda de MNC (A) e células do fígado (B) de 
camundongos WT (n=6), apoE-/-  veículo (n=6) e apoE-/- sildenafil (n=6). Os valores indicam 
média±EPM. * p<0,05 (Anova). 
 Figura 19: Gráfico do momento da cauda de MNC (A) e células do fígado (B) de 
camundongos WT (n=6), apoE-/- veículo (n=6) e apoE-/- sildenafil (n=6). Os valores indicam 
média±EPM. * p<0,05 (Anova). 
 Figura 20: Fotos de cometas: cometa com nível de dano baixo (A), cometa com nível de 
dano moderado-elevado (B). 
 
Figura 21: Gráfico do número de cometas com dano moderado-elevado (>25% de DNA na 
cauda) de MNC (A) e células do fígado (B) de camundongos WT (n=6), apoE-/-  veículo (n=6) 




A aterosclerose é uma doença que resulta de alterações lipídicas, ação de 
mediadores pró-inflamatórios e estresse oxidativo (3,8,14,15). Tanto a inflamação 
quanto o estresse oxidativo contribuem para o dano tecidual em diversos órgãos na 
aterosclerose (21).  
Sabe-se que o acúmulo de LDL na matriz subendotelial é o evento primário da 
aterogênese e, consequentemente, altos níveis de LDL na circulação aceleram a 
progressão da doença (3,7,8). Nesse trabalho os animais apoE-/- apresentaram 
níveis plasmáticos de LDL colesterol cerca de 13 vezes maiores do que os animais 
controle. 
Assim, é possível associar a hipercolesterolemia com o aumento do estresse 
oxidativo, já que os macrófagos são os principais produtores de ROS durante a 
progressão da aterosclerose, pois eles ativam o complexo enzimático oxNADPH que 
está presente em sua membrana plasmática e oxidam a LDL na camada intima da 
parede da artéria (52). O complexo oxNADPH é composto por enzimas que 
catalisam a redução do oxigênio molecular (O2) usando NADPH como doador de 
elétron (53–56), e é considerado a maior fonte de •O2
- na aterosclerose (53). Além 
dos macrófagos as oxNADPH vasculares (isoformas encontradas na célula 
endotelial)  também são ativadas, aumentando ainda mais a produção de •O2
- (53–
56). 
 Após a oxidação da LDL os macrófagos promovem apresentação de 
antígenos, assim os linfócitos T reconhecem a oxLDL e, liberam localmente citocinas 
e quimiocinas pró-inflamatórias, aumentando ainda mais a cascata de resposta 
inflamatória (8), levando assim ao aumento na produção de ROS.  
Soma-se a isso, o fato de que em animais apoE-/-, devido ao processo 
inflamatório, ocorre a indução da XO que está presente no endotélio e é uma enzima 
capaz de catalisar a oxidação da xantina e hipoxantina via O2, gerando •O2
-, H2O2 e 
urato (25). Além disso, ocorre a indução de outros sistemas de enzimas incluindo a 
lipoxigenase (14), contribuindo, assim, para a formação de ROS em todas as 
camadas da parede arterial doente, particularmente nas placas ateroscleróticas 
(7,57). 
Sabe-se que em condições fisiológicas o shear stress e a acetilcolina, 
juntamente com receptores agonistas específicos, tais como trombina, bradicinina e 
serotonina, provocam aumento dos níveis de íons cálcio (Ca++) intracelular. Este 
aumento de Ca++ ativa a eNOS, que atua na L-arginina (L-arg) resultando na 
produção de NO•. Essa reação requer a participação de co-factores, tais como 
tetrahidrobiopterina (BH4) e NADPH, que são críticos no acoplamento da eNOS para 
a redução de O2 e a oxidação da L-arg, resultando na produção de NO• e L-citrulina 
(figura 22) (7). No entanto, com o aumento dos níveis de ROS ocorre o 
desacoplamento da eNOS (26), a eNOS desacoplada passa a produzir menos NO• e 
aumenta a produção de •O2
-  (7,8). 
Deste modo, essa superprodução de •O2
- diminui a biodisponibilidade do NO•, 
pois além da eNOS desacoplada produzir menos, o NO• que é produzido pode 
reagir com os altos níveis de •O2
- e formar o ONOO- (figura 23). O ONOO-, é 
protonado rapidamente formando o ácido peroxinitroso (HONO2). Este se decompõe 
rapidamente, devido a sua alta instabilidade, produzindo dióxido de nitrogênio (NO2) 
e radical hidroxila (•OH) (21,53–55). A formação de peroxinitrito, HONO2 e seus 
produtos de decomposição (OH• e NO2) é prejudicial às macromoléculas, pois essas 
espécies são capazes de oxidar lipídeos, tióis e DNA (21,54,55). 
Assim, essas várias vias de elevação na produção de ROS corroboram os 
resultados de nosso estudo, no qual verificamos que houve um aumento na 
produção de ROS em camundongos apoE-/-. Nesses animas os níveis de •O2
- em 
células MNC estavam cerca de 2 vezes maiores quando comparados aos animais 
WT.  
Sob condições fisiológicas, ROS são continuamente produzidas na maioria das 
células, e os seus níveis são regulados por uma série de enzimas antioxidantes, tais 
como a catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-
Px), bem como por outros antioxidantes não enzimáticos (34). No entanto, como 
mencionado anteriormente na aterosclerose a produção de ROS está aumentada, 
assim, nestas condições de desequilíbrio entre a produção de ROS e sua 
degradação pode ocorrer instabilidade genômica e, consequentemente, alterações 
permanentes no material genético, que contribuem para os processos deletérios 
observados nos diferentes tecidos alvos da doença (19,35,46,48). 
Quando as células não respondem adequadamente a ativação dos 
mecanismos de defesa antioxidantes (58) ocorrem danos celulares e/ou em 
macromoléculas através de reações químicas em cadeia, tais como a oxidação de 
proteínas, lipídios e DNA (8–10). 
  
Figura 22: Esquema hipotético ilustrando as possíveis vias bioquímicas para a produção de 
NO• e outras ROS por células endoteliais, sob condições fisiológicas, incluindo ferramentas 
farmacológicas específicas que são utilizadas para estudar a função vascular (7). 
 
 
 Figura 23: Esquema hipotético ilustrando possíveis mecanismos que levam ao 
desacoplamento da eNOS, resultando na diminuição da biodisponibilidade do NO•, aumento 
da produção de •O2
-
, gerando ONOO- e, assim, levando a uma diminuição da vasodilatação 
(7). 
 
Evidências sugerem que danos oxidativos ao DNA desempenham um papel 
importante em doenças degenerativas crônicas (51). O dano ao DNA produzido por 
oxidação é considerado o mais significante dano oriundo do metabolismo celular. 
Estima-se que aproximadamente 2x104 lesões oxidativas ao DNA ocorram no 
genoma humano por dia (22,59). Desta maneira o reparo das lesões possui um 
papel central na prevenção do aumento de mutações nos organismos vivos (60).  
Parece provável que as ROS geradas por diversas rotas podem causar danos 
ao DNA na aterosclerose (31,32). Muitas evidências sugerem que danos 
cumulativos ao DNA causados pelas ROS contribuem para diversas condições 
clínicas (61,62) como as observadas na aterosclerose. E, por sua vez, esse acúmulo 
de danos pode ser influenciado pela suscetibilidade a polimorfismos que podem 
alterar a atividade de genes do DNA relevantes à reparação (32). Desta forma, na 
doença pode ocorrer um desequilíbrio entre a geração de danos ao DNA e seu 
reparo, o que leva a uma sobrecarga do sistema reparo, promovendo acúmulo de 
danos que são extremamente prejudiciais ao organismo. 
No presente estudo foi possível observar um aumento nos níveis de 
fragmentação do DNA, em MNC e células hepáticas, nos animais apoE-/- quando 
comparados aos animais WT. Bem como, foi possível associar esse aumento com a 
elevação na produção de ROS. 
Diversas pesquisas têm avaliado danos oxidativos ao DNA a fim de testar a 
hipótese de que a instabilidade genômica pode ser um contribuinte significativo para 
a patogênese de várias doenças, inclusive a aterosclerose (31,32,63). Análises 
moleculares de DNA extraído a partir de placas ateroscleróticas demonstraram 
mutações genéticas específicas, quando comparado ao DNA de tecido normal 
adjacente (63–67). Trabalhos como de Flouris et al. e Grati et al. (63,64) forneceram 
informações sobre genes suscetíveis a alterações moleculares relacionados à 
aterosclerose. 
A disfunção endotelial e o acúmulo de oxLDL promovem uma resposta vascular 
inflamatória e a produção de fatores de crescimento que estimulam a proliferação de 
CML (3,11). Portanto, a placa aterosclerótica é um meio provedor de um processo 
inflamatório crônico que libera uma variedade de mutagênicos endógenos, tais como 
as ROS, que podem contribuir diretamente para as modificações no DNA (32). 
Trabalhos recentes em nosso laboratório mostraram a relação entre o aumento 
do estresse oxidativo e, consequente, elevação do dano ao DNA.  Campagnaro et 
al. mostraram um aumento na fragmentação do DNA associado ao aumento da 
geração de •O2
- em células da medula óssea de camundongos com hipertensão 
renovascular (47).  Bem como, os trabalhos de Dalboni et al. e Tonini et al. 
relacionaram o dano ao DNA, respectivamente, em células sanguíneas e células 
MNC da medula óssea de camundongos apoE-/- com o envelhecimento, a 
hipercolesterolemia e o estresse oxidativo (46,48), mostrando uma correlação entre 
aterosclerose, hipercolesterolemia, estresse oxidativo e dano ao DNA.  
Estudos indicam um importante papel da apoptose no ateroma humano 
avançado, fornecendo evidências específicas que a morte celular por apoptose está 
fortemente relacionada com o grau de desenvolvimento da placa aterosclerótica 
(68–70). Esta observação poderia ser a consequência de um grau mais grave de 
danos ao DNA em placas ateroscleróticas avançadas, já que tanto os macrófagos 
quanto as CML sofrem apoptose na placa aterosclerótica (68). 
Desta forma, em nossos resultados ficou demonstrado que em camundongos 
apoE-/-  ocorre um aumento nos níveis de colesterol plasmático, e um aumento nos 
níveis de •O2
- em células MNC quando comparados aos animais controle. 
Demonstrando-se, assim, um aumento na produção de ROS nos animais doentes, o 
que suporta a hipótese de que a hipercolesterolemia pode induzir ao estresse 
oxidativo e, consequentemente, ao dano ao DNA. 
O aumento da instabilidade do DNA pode ser adicionado como um fator 
importante na aterosclerose, que é uma doença multifatorial. Tendo um papel 
importante como fator patogenético e no prognóstico da doença, demonstrando uma 
dimensão biológica antes ignorada dentre os fatores de risco, levando a novos 
potenciais alvos terapêuticos (figura 24). 
 
 
Figura 24: Esquema hipotético ilustrando o papel da genotoxicidade induzida pelas ROS no 
desenvolvimento e progressão da aterosclerose e a inibição dessa via pelo sildenafil. 
Portanto, devido ao impacto da elevada produção de ROS e, 
consequentemente, do aumento do dano ao DNA observado na aterosclerose a 
inibição da fragmentação do DNA via oxidação é um ponto interessante que deve 
ser avaliado ao se testar a eficácia de novas terapias para a prevenção do 
desenvolvimento e progressão da aterosclerose. Logo, a utilização de fármacos com 
propriedades antioxidantes pode ser uma opção no tratamento de doenças 
relacionadas ao estresse oxidativo para amenizar os danos ao material genético. 
Existem 11 famílias de fosfodiesterases em tecidos de mamíferos (41,71,72). O 
sildenafil aumenta o GMPc intracelular através da inibição da enzima PDE5. Em 
nosso estudo tratamos camundongos apoE-/- com sildenafil observando pesquisas 
anteriores que demonstraram o efeito antioxidante dessa droga. 
Pesquisas mostraram que o tratamento com sildenafil foi capaz de reduzir a 
expressão da oxNADPH e a formação de •O2
- em cultura de células de coelhos 
hipercolesterolêmicos (73) e porcos (44), bem como em aorta de ratos diabéticos 
(43).  
Bivalacqua et al. (40) demonstraram que o sildenafil diminuiu a sinalização de 
ROS, os níveis de ONOO- e a atividade da óxido nítrico sintase induzível (iNOS) em 
ratos e isso se deve a uma ação direta do aumento da atividade da eNOS e da 
diminuição dos níveis de •O2
-. 
Assim como, Beheshtian et al. (39) demonstraram que o sildenafil aumentou a 
atividade das enzimas SOD e CAT em ratos. Além disso, também foi demonstrado 
que a capacidade antioxidante total do plasma foi aumentada com o uso de sildenafil 
em ratos diabéticos (20) e que o sildenafil aumentou a atividade da CAT, GSH-Px e 
SOD em corações de ratos diabéticos (34). 
Em nosso estudo ficou demonstrado que o tratamento com o sildenafil foi 
capaz de diminuir os níveis de fragmentação do DNA nos camundongos apoE-/- 
alcançando os níveis dos animais controle. Essas propriedades antioxidantes do 
sildenafil supramencionadas podem constituir um mecanismo-chave para a redução 
do estresse oxidativo e dano ao DNA observadas neste estudo.  
Outra vantagem potencial de uma abordagem terapêutica com base na inibição 
da PDE5 é que ao contrário de estratégias que tentam aumentar os níveis de NO• 
(por exemplo, substratos, co-fatores, etc) (74,75) esta evita riscos associados ao 
aumento desses níveis, pois em excesso o NO• se torna citotóxico, possuindo a 
característica de ser uma "faca de dois gumes" (76–78). Deste modo, tem sido 
demonstrado que, em altas concentrações, o NO• leva a um aumento na produção 
de ONOO- e, consequentemente, do estresse oxidativo (79,80), levando ao dano ao 
DNA (77,81).  
Finalmente, os efeitos pleiotrópicos benéficos do sildenafil também podem ser 
explicados pelas características de farmacocinética e farmacodinâmica: alto volume 
de distribuição (82) e a ubiquidade do segundo mensageiro (GMPc) em vias de 
sinalização citoprotetoras (83) distribuídas em vários tecidos/células, incluindo MNC 
(84,85) e células hepáticas (86). 
Um trabalho recente em nosso laboratório demonstrou que o tratamento com 
sildenafil restaura a função endotelial e reduz o estresse oxidativo em camundongos 
apoE-/-, o que resulta numa redução da deposição de placas, independente de 
alterações do perfil lipídico (38). Os resultados observados em nosso trabalho vão 
ao encontro dos demonstrados no trabalho supramencionado, já que não houve 
alteração no perfil lipídico plasmático do grupo tratado comparado ao veículo, o que 
está de acordo com resultados de pesquisas anteriores (87). Assim, é possível 
propor que o sildenafil pode oferecer uma nova perspectiva para a utilização de 
inibidores de PDE5 na proteção contra o dano ao DNA observados na aterosclerose, 
independente da hipercolesterolemia. 
A análise da genotoxicidade foi realizada através do ensaio do cometa que 
mede quebras de cadeia simples e duplas do DNA, bem como lesões que são 
convertidas em quebras através do pré-tratamento alcalino (sítios alcalilábeis) (19). 
O ensaio cometa é uma técnica bem estabelecida, versátil e sensível, amplamente 
utilizada para avaliar os danos ao DNA em populações de células individuais (29).  
Comparados aos outros ensaios de genotoxicidade, tais como aberrações 
cromossômicas, trocas de cromatídes-irmãs, eluição alcalina e ensaio do 
micronúcleo, as vantagens do ensaio cometa incluem elevada sensibilidade para a 
detecção de baixos níveis de danos ao DNA (uma quebra por 1010 Daltons de DNA), 
a necessidade de pequeno número de células (~10.000) por amostra, a flexibilidade 
de poder usar células proliferativas e não proliferativas e os dados gerados permitem 
uma variedade de análises diferentes (29). Outra vantagem desta técnica é a 
possibilidade do seu uso em diferentes tipos de células, já que algumas pesquisas 
sugerem que a genotoxicidade é tecido específica (35,88). Além disso, o presente 
estudo suporta a ideia de que o ensaio do cometa é um método útil para avaliar a 
eficácia no tratamento sobre a genotoxicidade de MNC e células do fígado, mesmo 
em um curto intervalo de tempo (3 semanas). 
O tecido sanguíneo pode ser facilmente obtido através de métodos não 
destrutivos, suas células, devido à circulação, mostram o dano genotóxico sistêmico 
causado pela doença.  O isolamento das MNC foi realizado para proporcionar 
homogeneidade à análise e essas células permanecem por mais tempo sob a ação 
do estresse oxidativo do organismo. Além disso, sabe-se que MNC contêm uma 
subpopulação de células progenitoras endoteliais (CPE) que são células 
comprometidas com a manutenção e preservação do turnover, remodelação e 
homeostase vascular (89,90). No entanto, desordens tais como a aterosclerose e 
estresse oxidativo prejudicam a função das CPE, resultando em um desequilíbrio 
entre células reparadoras endoteliais e leucócitos inflamatórios, comprometendo a 
estabilidade entre a lesão e a reparação tecidual (48,90). Curiosamente, um estudo 
mostrou que uma dose de sildenafil semelhante a utilizada em nosso estudo, 
aumenta o número de CPE em camundongos apoE-/- (87). Os resultados 
observados em nosso estudo contribuem para essa evidência emergente, uma vez 
que a diminuição de danos ao DNA em MNC pelo tratamento com sildenafil poderia, 
assim, evitar a apoptose e, consequentemente, melhorar o processo de restauração 
desempenhado pelas CPE.  
As células do fígado também foram avaliadas, devido à importância metabólica 
do fígado (91) e a sua elevada suscetibilidade a danos oxidativos ao DNA (35). Além 
disso, Folkmann et al. (35) demonstraram que camundongos apoE-/- sofrem de 
estresse oxidativo hepático/genotoxicidade e que isso pode ser devido a disfunção 
do metabolismo lipídico observada nesses animais. Nossos resultados demonstram 
que é possível reduzir os danos ao DNA em células do fígado de camundongos 
apoE-/- através do tratamento com sildenafil, mesmo sob condições de 
hipercolesterolemia, possivelmente pelos mesmos mecanismos antioxidantes 
supramencionados. Esta descoberta sustenta a ideia de que o sildenafil é uma 
estratégia farmacológica promissora para evitar dano tecidual induzido pelo estresse 
oxidativo, o que foi observado em diversos trabalhos (38–40,43,44,73,83), abrindo o 
caminho para estudos translacionais sobre a proteção do DNA em diferentes 
condições clínicas. 
Isto posto, é possível dizer que o ensaio do cometa é uma técnica rápida e 
sensível de quantificação de lesões no DNA de vários tipos celulares, podendo, 
assim, ser usada na avaliação de diferentes abordagens terapêuticas que reduzem o 
estresse oxidativo e, portanto danos ao DNA em modelos experimentais de 
aterosclerose. 
Embora cada vez mais evidências suportem o papel da instabilidade genômica 
na aterosclerose questões fundamentais devem ser elucidadas. Qual a fonte de 
dano ao DNA na doença? É uma causa ou uma consequência da progressão da 
aterosclerose? A mutação de genes críticos pode resultar em alterações na 
progressão da doença? É possível reduzir a taxa de danos ao DNA, e, assim, 
retardar a progressão da aterosclerose? Esse estudo é uma tentativa de começar a 
responder essas questões, no entanto pesquisas futuras devem ser realizadas para 





































O tratamento com sildenafil não alterou o perfil lipídico nos animais apoE-/- 
quando comparados ao controle, demonstrando que o sildenafil não tem efeito sobre 
a hipercolesterolemia 
A análise de estresse oxidativo por citometria de fluxo, através da marcação 
com DHE o qual tem afinidade pelo •O2
- mostrou que em células MNC de animais 
ateroscleróticos espontâneos ocorre um aumento na produção desta espécie 
reativa. O tratamento com sildenafil causou uma diminuição desses níveis a valores 
próximos do controle.  
A análise de genotoxicidade mostrou aumento do dano ao DNA em células 
MNC e do fígado dos animais apoE-/-, provavelmente devido ao aumento da 
produção de ROS que interagem com o DNA causando a sua fragmentação. O 
tratamento com sildenafil foi capaz de diminuir os níveis de dano próximo aos 
valores observados nos animais controle. 
Esse estudo mostrou que camundongos apoE-/- tem um aumento do estresse 
oxidativo, como demonstrado pelos níveis elevados de produção de •O2
- em células 
MNC, o que conduz a danos ao DNA. Além disso, nestes animais, o estresse 
oxidativo hepático (em termos de danos ao DNA) também é significativo, quando 
comparado com animais controle normocolesterolêmicos. A inibição crônica da 
PDE5 com sildenafil foi eficaz em diminuir a genotoxicidade em MNC e células do 
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